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研究成果の概要： 
徐脈性不整脈に対する治療法は現在のところペースメーカ機器の植込み術しかない。アデノ
随伴ウイルスを用いたＨＣＮ４遺伝子による遺伝子治療は、他の不整脈を悪化させたり、遺伝
子導入による副作用を生じることなく、心拍数を増加し徐脈を改善させた。今後、遺伝子導入
法の改良や他の因子とのコンビネーション治療など、さらに改善を重ねることによって臨床応
用が可能となり、徐脈性不整脈に対する新たな治療戦略になり得る可能性が考えられた。研究
成果は学会発表によって公表され、現在、原著論文を投稿準備中である。 
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１．研究開始当初の背景 
徐脈性不整脈は心拍出量の低下によって
脳虚血症状を来したり、心不全を引き起こし
たりする疾患であり、代表的なものとして洞
不全症候群や完全房室ブロックなどが挙げ
られる。その発症における分子メカニズムは
不明な点が多く、治療法としてもペースメー
カ機器の植え込みしかない。 
 Hyperpolarization-activated channel, 
cyclic nucleotide-gated cation (HCN)チャ
ンネル遺伝子はペースメーカ電流 (If) の
発現頻度に重要な役割を担っている心臓、脳
に発現する遺伝子であり、4 つのサブタイプ
があることが報告されている。過去に報告さ
れたジーンターゲティングマウスの実験結
果などから、HCN4 遺伝子が心臓のペースメー
カー電流の形成に重要な役割を担っている
key molecule であると考えられ、さらに実際
の臨床の場において、洞不全症候群の患者に
HCN4 遺伝子の変異が見出されたという報告
がある。 
 
 
 
２．研究の目的 
我々は If 電流(“funny current”)を司り
心臓のペースメーカ電流の発生頻度に重要
な役割を果たしている過分極誘発陽イオン
チ ャ ネ ル (Hyperpolarization-activated, 
cyclic nucleotide gated channel(HCN)-4)
に着目し、徐脈性不整脈の病態への関与を検
討するとともに、アデノ随伴ウイルス(AAV)
ベクターを用いた臨床応用の可能性の高い
新たな遺伝子治療、いわゆる“バイオペース
メーカ”を確立することを目的として動物実
験を行った。 
 
 
 
３．研究の方法 
治療用として完全長 HCN4 cDNA を、対照
用として EGFP cDNA をアデノ随伴ウィルス
(AAV)ベクターに連結し、遺伝子治療用およ
び対照用ベクターを作成した。組換え AAV ベ
クターを、増殖に必要な 2種類のベクターと
ともに HEK293 細胞に導入した。ベクターを
共発現させた HEK293 細胞を培養し、コンフ
ルエントになった細胞を回収、凍結融解法に
よって各ウイルスを得、密度勾配超遠心法、
および透析により精製を行い、対照用・治療
用の 2 種類の AAV ウイルス（AAV-EGFP、
AAV-HCN4）を完成させた。 
ラット心筋細胞を採取し、AAV-EGFP、
AAV-HCN4 それぞれを添加し、遺伝子導入効率
を蛍光顕微鏡、RT-PCR 法にて確認した。また
パッチクランプ法で If電流の変化を観察し、
遺伝子導入の機能的評価を行った。 
ビーグル犬に全身麻酔下で房室結節カテ
ーテルアブレーションを行い、完全房室ブロ
ックを作成し、同時にペースメーカ機器を植
え込み、40bpm でバックアップ心室ペーシン
グを行った。心臓刺激伝導系(右脚)に経カテ
ー テ ル 的 に AAV-EGFP( 対 照 群 ) ま た は 
AAV-HCN4(治療群)を透視下に導入した。遺伝
子導入後、経時的に心拍数の変化と不整脈の
発生頻度を記録した。また遺伝子導入 4・8
週後に電気生理検査を行い、β刺激薬に対す
る心拍数の反応および右室における活動電
位興奮様式を CALTO システムで評価した。 
遺伝子導入 8週後、心臓を摘出し、心臓各
部位での導入遺伝子の発現を RT-PCR 法、免
疫染色法で解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
培養心筋細胞に、作成された AAV-EGFP を
遺伝子導入したところ、高効率で細胞に遺伝
子導入されることが蛍光顕微鏡および
RT-PCR 法にて確認された。パッチクランプ法
では、AAV-HCN4 群で If 電流の増加が認めら
れた。 
完全房室ブロックモデルイヌに対し、カテ
ーテルを用いて右脚周囲に遺伝子導入を行
ったところ、観察した全期間を通じて
AAV-EGFP 群では心拍数がペースメーカ機器
に完全に依存していた（図 1・2）が、AAV-HCN4
群では、遺伝子導入 2週後から有意な心拍数
の増加が認められ、8週後も維持していた（図
3）。 
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電気生理検査では、AAV-EGFP 群ではβ刺激
薬に対する心拍数増加反応が不良だったの
に対し、AAV-HCN4 群ではβ刺激薬に対する反
応性が良好であり、また心室補充調律が遺伝
子を導入した右脚から発生していることが
確認された。また CALTO システムによる右室
活動電位興奮様式の解析で、AAV-HCN4 群では、
心室補充調律が遺伝子を導入した部位から
発生していることが確認された。実験期間中、
心室性不整脈の発生頻度には有意差が認め
られず、明らかな副作用の出現も認めなかっ
た。AAV を用いた HCN4 遺伝子導入は徐脈性不
整脈に対する治療法の一つになり得ること
が示された。ただし徐脈の改善効果は、ペー
スメーカ機器と同程度までは改善できなか
ったため、今後、遺伝子導入法の改良や他の
因子とのコンビネーション治療など、さらに
改善を重ねる必要性があると考えられた。 
 
 不整脈疾患に対する遺伝子治療の方法と
してアデノ随伴ウイルスベクターを用いた
報告はなく、本研究の成果として、アデノ随
伴ウイルスベクターが、心臓刺激伝導系に対
する遺伝子導入法として、さまざまな実験系
や病態に応用が可能である可能性が示唆さ
れた。またＨＣＮ４遺伝子導入により、徐脈
がある程度まで改善することが示され、徐脈
性不整脈に対する治療法への応用が可能で
あることが示唆された。 
 しかしながら、徐脈の改善効果は十分でな
く、生理的に許容できる心拍数までの改善は
得られず、現時点ですぐに徐脈性不整脈に対
するペースメーカ機器による治療の代替治
療になるのは困難と考えられる。一つには遺
伝子導入効率、すなわち遺伝子導入法の問題、
もう一つには、導入する遺伝子が単独では生
理的な心拍数まで増加させられない可能性
が考えられる。今後の課題として、遺伝子導
入法の改良に加え、調律発生に関わるさらに
詳細な分子メカニズムの解析が必要と考え
られる。 
 不整脈疾患の中には、イオンチャネルの変
異が原因となって発症する、いわゆる“チャ
ネル病（channelopathy）”と呼ばれる疾患群
が存在し、代表的なものとしてＱＴ延長症候
群、ブルガダ症候群などがある。これらは心
室細動などによる突然死を引き起こす疾患
として、非常に重要なものであるが、現在、
これらの疾患に対しては、植込み型除細動器
の植込みによる突然死予防しか治療法が確
立していない。これらのチャネル病に対する
治療法としても、本研究のコンセプトや方法
は応用できる可能性があり、さらに研究を進
展させていく必要性があると考えている。 
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